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論文内容の要旨
【目　的】
糖尿病では閉塞性動脈硬化性疾患に対する血行再建後の再狭窄が高頻度に発生する。動脈再狭窄
過程のメカニズムに関する報告は数多くされているが、糖尿病に特異的な要因についての報告はほ
とんどない。糖尿病の心血管姐感では、prOteinkinaseCβ（PKCβ）が特異的に活性化されてお
り、糖尿病性心血管合併症の重要な要因と考えられている。そこで、PKCβの過剰発現が血管平
滑筋細胞の増殖能、遊走能および、バルーンによる血管傷害盛の内膜肥厚に及ぼす影響について検
討した。
【方　法】
1．PKCβ1およびβ一gaIactosidaseを発現させるアデノウイルスベクターを作成した（adv－
PKCβ1およびadv－βgal）。
2．アデノウイルスベクターを血管平滑筋細胞に感染させ、adv－PKCβ1およびadv－βgal蛋白
の過剰発現をWesternblot法で測定した。PKCβ1およびβ・galを過剰発現した血管平滑筋細胞
のPKC活性を測定した。
3．PKCβ1およびβ－galを過剰発現した血管平滑筋細胞を2％もしくは5％Calfserumで培
養し、細胞のDNA量を経時的に測定することによりその増殖能を調べた。
4．PKCβ1およびβ一galを過剰発現した血管平滑筋細胞を8〟mの小孔付きpolycarbonate
membraneにおき、膜の下方に移動した細胞数を測定することによって遊走能を調べた。また、
PDGF，BBおよび10％Calfserumが血管平滑筋細胞の遁走能に与える影響を測定した。
5．ラット頚動脈を2FrFogatyバルーンカテーテルを用いて内膜傷害した後、アデノウイルス
ベクターにて血管壁にPKCβ1蛋白を過剰発現し、感染7日後の頚動脈のPKCβ1蛋白量を測定
した。
6．5と同様の方法で得た7日後の頚動脈を掃出し、内膜肥厚の変化を組織学的に検討した。
【結　果】
1．adv－PKCβ1およびadv－βgalで感染した血管平滑筋細胞は感染4日後にともにその蛋白発
現量が最高値に達した。その際、トリパンブルーを用いて両者とも98％以上の細胞発育が確認さ
れた。
2．PKCβ1を過剰発現した血管平滑筋細胞のPKCβ1蛋白量及びPKC活性はコントロールウ
イルス（adv－βgal）を過剰発現したそれより10倍以上増加した。
3．PKCβ1を過剰発現した血管平滑筋細胞の増殖能は対照に比し、1．5倍から1．7倍の増加を認
めた。
4．PKCβ1を過剰発現した血管平滑筋細胞の遊走能は対照に比し、1．7倍の増加を認めた。lng
－56－
／mlPDGF－BBもしくは10％calfserumで刺激した場合、β一galおよびPKCβ1を過剰発現した
血管平滑筋細胞の遁走能は刺激しなかった場合に比して、それぞれ3・4倍、3・7倍に増加した。
5．傷害7日後のラット頚動脈のPKCβ1蛋白量は、PKCβ1過剰発現群でバルーン未施行群、
β一gal過剰発現群に対し、それぞれ4・2倍、2・0倍に上昇した。
6．傷害7日後のラット頚動脈のintima／media比はβ一gal、PKCβ1過剰発現群でそれぞれ
0．26±0．08、0．54±0．14であった。
【考　察ヨ
本研究で使用したアデノウイルスベクターは、invitroで血管平滑筋細胞に感染した場合、4日
酎こその蛋白発現が最高値に達し、細胞障事も認めなかった。また、dishへの細胞接着は、非感
染、adv－βgal、adv－PKCβ1ともに有意な差を認めず、有効な蛋白過剰発現方法であると考えら
れた。
pKCは、様々な細胞の増殖能、遁走能を含む細胞機能のシグナル伝達機構において重要な役割
をしていると考えられており、特にβ－isoformで代表される古典的PKCisoformsは、CTRaf、
MElく！MAPK経路を活性化することが報告されている。すなわち、PKCは血管平滑筋細胞におい
て活性化することにより、PDGFや他の増殖因子に対する反応に影響を与え、細胞の増殖能、遊
売値が増加するため、血管再狭窄の過程に深く関与していると考えられる。糖尿病ラットの心血管
机軌では、PKCβisoformの活性化が報告されており、PKCβは地厚病における血管再狭窄の過
程に軒要な因子であると考えられる。
【裾．詣悶
PKCβの過剰発現は、血管平滑筋の増殖能、遁走能を克進し、内膜傷害後の血管再狭窄を増悪
する可能性が示唆された。
論文審査の結果の要旨
糖尿病では閉塞性動脈硬化性疾患に対する血行再建後の再狭窄が高頻度に発生する。糖尿病の心
血管組織では、prOteinkinaseCβ（PKCβ）の活性化が報告されている。そこで、PKCβの過剰
発現が血管平滑筋細胞の増殖、遁走能および、バルーンによる血管傷害後の内膜肥厚に及ぼす影轡
について検討した。
本研究で使用したアデノウイルスベクターは、invivoで血管平滑筋細胞に感染した場合、4日
権にその軍自発現が最高値に達し、細胞障害も認めず、有効な蛋白過剰発現方法であると考えられ
た。このベクターを用いてPKCβ1を過剰発現させた血管平滑筋細胞の増殖能、遁走能はいずれ
も先進し、また、invivoで、バルーン傷害後のラット頚動脈にPKCβ1を過剰発現させた場合、
その内側巴厚が増強された。これらの結果からPKCβ1の過剰発現は内膜傷害後の血管再狭窄を
増悪する可能性が示唆された。
以上の研究は、PKCβ1は糖尿病状態における血管再狭窄の過程に重要な因子であることを明ら
かにしており、博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。
なお、本学位授与申請者は平成13年2月26日実施の論文内容とそれに関連した諮問を受け合格
と認められたものである。
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